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マウスに LPS 60 g を経鼻投与後，気管支肺胞洗浄 (BAL) を行い，BAL 細胞を回収した．
BAL細胞数は LPSにより有意に増加し，投与 24時間後をピークに減少した．BAL細胞の Dot
Plot解析の結果，LPSにより好中球集団の出現が確認された．肺胞腔と肺間質に好中球の浸潤
による炎症性変化が病理組織学的に認められた．好中球の肺への誘導機構を解明するため，AM
の LPS認識レセプターである TLR4と CD14の細胞表面発現とサイトカイン mRNAについて
検討した．TLR4陽性細胞比率は，LPSにより有意な差は認められなかったが，CD14陽性細






















喫煙により AMの TLR4と CD14の発現が減少し，好中球の肺への誘導が抑制された．好中
球機能について検討したところ，ROS産生は喫煙により有意に増加したが，サイトカイン，ケ
モカイン及び関連する核転写因子 mRNA発現の喫煙による影響は認められなかった．

















































させることが知られている [4, 18]．喫煙関連肺疾患である Chronic Obstructive Pulmonary Disease






我々の研究室では，以前より喫煙者の AMによる NK細胞活性の抑制や喫煙によるマウス AM
の貪食能，サイトカイン産生能，抗原提示能及び抗体産生能などの免疫機能の抑制や喫煙曝露

















MONITOR No.6（ニコチン 14.4 mg，タール 1.3484 mg，Borgwaldt technik）を使用した．
2.4 LPSの経鼻投与
LPS経鼻投与は，前述したように希釈した LPSをクリーンベンチ内で 1 mg/mlになるように
PBS( )でさらに希釈した．マウスの腹腔内に PBS( )で 20倍希釈したソムノペンチル（共立製
薬）0.3 mlを注射し麻酔をした後，マウス鼻腔に LPS 1 mg/mlを 10 l滴下し，この操作を 6回




チャンバーの中に入れ装置に差し込み，1 pu/35 ml/2秒の主流煙（空気:タバコ煙＝ 7:1）を 1
日 20本，10日間，曝露した．喫煙曝露 10日間終了後，マウスに前述と同様に LPSを経鼻投与
し，喫煙 -LPS (Cigarette Smoke-LPS: CS-LPS)群とした（図 1）．




いて PBS( ) 1 mlを肺へ注入し，回収する操作を 5回繰り返すことで BALを行った．この回収
Lipopolysaccharide (LPS)による肺炎症の誘導機構と喫煙の影響 43
図 1 実験スケジュールとタバコ主流煙のマウスへの曝露
液を気管支肺胞洗浄液 (Broncho Alveolar Lavage Fluid: BALF)とした．
2.7 BAL細胞の調製
前述の方法で得た BALF を 1000 rpm，10 分，4C で遠心後，上清を取り除き RPMI1640(+)
［（ナカライテスク），10％FCS，100 U/mlペニシリン（明治製菓），100 l/mlストレプトマイシ











2.9 肺胞マクロファージ (Alveolar macrophages: AM)の培養
96穴細胞培養プレートに，2.7節で得た AMを 5  105個/mlとなるよう R(+)で調整した細胞
浮遊液 100 lを加え，R( ) 100 lあるいはR( )で 20 g/mlに希釈した LPS 100 lをそれぞれ加
え，全量を 200 l/wellにし，37Cのインキュベーターで 24時間培養した．培養後，上清を取
り除き，沈殿した細胞に SolutionD（4 Mグアニジンチオシアン酸塩，25 mMクエン酸ナトリウ







二層に分かれた内の白血球が含まれている上層を取り出し，PBS( ) 5 mlを加え，1000 rpm，5
分，4Cで遠心洗浄を行った．遠心後，上清を取り除きR(+)で 4 mlに再懸濁し，3 mlのリンパ
球分離液（ナカライテスク）の上に静かに重層させ，1500 rpm，30分，20Cで遠心した．遠心
後，三層の内の下層のみを残し，PBS( ) 5 mlを加え，1000 rpm，5分，4Cで遠心洗浄を行っ
た．遠心後，再度同様の方法で分離を行った．遠心後，得られた沈査に Lysis Solution (NH4Cl，
NaHCO3，EDTA) 500 lを加え，赤血球を溶血後，1000 rpm，10分，4Cで遠心した．遠心後，
沈査に PBS( ) 5 mlを加え，1000 rpm，10分，4Cで遠心洗浄し，得られた細胞を好中球とし
た．分離した好中球は，1  105 個/mlに調整した．その細胞浮遊液 100 lを 1.5 mlチューブに
入れ，1000 rpm，10分，4Cで遠心した．遠心後，沈査に SolutionD 200 lを加え細胞を溶解さ
せ， 20Cで冷凍保存した．尚，分離した好中球の純度は 95％以上であった．
2.11 Lewis Lung Carcinoma 2細胞 (LL/2)の培養
継代維持した LL/2をDMEM(+)で 1105個/mlに調整した．この細胞浮遊液 1 mlをDMEM(+)
1 mlが入った 12穴細胞培養プレート (CORNING)に播き，細胞を 24時間培養した．培養終了
後，上清を取り除き，DMEM(+) 1 mlと DMEM( )あるいは DMEM( )で 10 g/mlに希釈した
LPSを 1 mlずつ添加し，24時間培養した．培養後，上清を取り除き，冷たい PBS( )を 1 ml添
加し，プレートシェイカーで 30秒間振盪した．振盪後，よくピペッティングし，細胞を回収し
た．同様の方法でもう一度細胞を回収し，色素細胞排除試験法により生細胞数を測定した．測
定後，細胞を 1 106個/mlに調整し，そのうち 100 lを 1.5 mlチューブに入れ，1000 rpm，4C，




Dot Plotと細胞表面抗原を測定するため，BAL細胞に Lysis Solution 500 lを加えて赤血球を
溶血後，1000 rpm，5分，4Cで遠心した．遠心後，上清を取り除き，沈査に PBS( ) 5 mlを加え
て遠心洗浄し，上清を取り除き，沈査に R(+)を加え，5  106 個/mlとなるよう調整した．Dot
Plotは，この細胞浮遊液 100 lを FACS Calibur (BD)で取り込み，FSC（Forward Scastter：前法散
乱光）値とSSC（Side Scatter：側方散乱光）値を測定し，Control群と LPS群を比較した．細胞
表面抗原は以下の操作を行い測定した．細胞浮遊液 100 lに，PE (Phycoerythrin)標識の抗 Gr-1
抗体 (BD Bioscience)，抗 CD14抗体 (BD Bioscience)，抗 TLR4抗体 (eBioscience)，抗 CD95抗体
(BD Bioscience)をそれぞれ 0.5 g/2.5 lを加え，PBS( )を全量 200 lになるように加え，45分，
4C，暗所で反応させた．反応後，FACS Buer 2 mlを加え，1000 rpm，10分，4Cで遠心し，上清
を取り除いた．その後，沈査に FACS Buerを 300 l加え，FACSCaliburにより各サンプル 5000
個の細胞を取り込み，FL-2（Fluorescence-2：赤色蛍光）の値を測定し陽性細胞の比率を求めた．
2.13 サイトカイン，ケモカイン，核転写因子，Caspase-3及び NOX2の mRNA発現
2.13.1 全 RNAの抽出
2.9, 2.10, 2.11節で得た細胞抽出液から AGPC法により全 RNAを抽出した．細胞抽出液 200 l，
H2O-phenol 200 l，2 M Sodium Acetate 20 l，CIAA 80 lを加えて混合し，15000 rpm，4C，5
分間遠心した．遠心後，上清 180 lを新しい 1.5 mlチューブに取り 100％エタノール 400 lを
加え，撹拌した後 20Cで 1時間静置した．1時間後，15000 rpm，4C，30分間遠心し，上清を
取り除き，solutionD 300 l，Phenol/CIAA 300 lを加え，撹拌した後，15000 pm，20C，5分間
遠心した．遠心後，100％エタノール 700 lが入った 1.5 mlチューブに上清 300 lを加え，撹
拌した後 20Cで 1時間静置した．1時間後，15000 rpm，4C，20分間遠心し上清を取り除き，
75％エタノール 1000 lを加え，撹拌した後，15000 rpm，4C，10分間遠心した．遠心後，上
清を取り除き，アスピレーターを用いて減圧下で 15分間乾燥させ，これを全 RNAとした．
2.13.2 cDNAの作製
上記で調製した全 RNAに，dH2O 10 l，Randam Hex（宝酒造）1 lを加えて撹拌し，65C，5分
静置し，5分後氷上でさらに5分間静置した．その後，25 mM dNTP 0.8 l，0.1 M DTT (invitrogen)
4 l，5  First-Strand Buer (invitrogen) 8 l，dH2O 15.2 l，MLV (invitrogen) 1 lを順に加え，撹





PCRは，前項で示した方法で得た cDNA 1 lを 0.2 mlチューブにとり，sense, anti-sense (in-
vitrogen)プライマー (-actin, IL-1, TNF-, CXCL1, Caspase-3, NOX2, NF-B, c-JUN)をそれぞれ
0.75 l，dH2O 7.5 l，Go-Taq 10 l加え撹拌し，軽く遠心後 PCR装置を用いて cDNAを増幅さ
せた．なお 1サイクルは 95C denature，56C annealing，72C extensionを各 30秒とし，指数関




























40％アクリルアミド 7 ml，dH2O 27.75 ml，10TBE 1.75 ml，TEMED 44 l，10％APS 350 lを
混合し，8％アクリルアミドゲルを作製した．その後，前述したように得られた PCR産物 18 lを
ゲルの溝に流し込み，40 mA, 120分で電気泳動を行った．分子量マーカーは，pBR322 DNA-MSP
I Digest 1 lを使用し，同様に電気泳動を行った．電気泳動後，ゲルをエチジウムブロマイドで
20分間染色し，蒸留水で軽く洗浄したのち，遺伝子定量解析システムで PCR増幅産物のバンド






AM培養上清，R( )，LPS，陽性コントロールとして KC (20 g/ml) (Peprotech)を 0.75 lずつ注
入し濃度勾配を作った．その後，37Cで 1時間，15秒間隔で細胞の動きを撮影し，TAXIScan
Analyzer 2の Cell Trackingソフトを用いて，好中球の Direction（移動方向性）と Velocity（移動
速度）を解析した．
2.15 Caspase-3/7活性
好中球の Caspase-3/7 活性は Caspase-Glo R3/7 Assay (Promega) を用いて測定した．前述の
2.10 で分離した好中球をルシフェラーゼ発光測定用白色 96well 細胞培養プレートに 1  104
個/100 l/wellずつ加え，37C，5% CO2下で 3時間培養したのち，プレートをインキュベーター
から取り出し，室温になるまで放置した後，各 wellに Caspase-Glo 3/7Reagentを 100 lずつ加え
た．プレートシェイカーで 30秒振盪し，室温で 1時間放置した．反応終了後，Wallac 1420マ
ルチラベルカウンター（PerkinElmer）を用いて蛍光を測定した．
2.16 細胞内活性酸素種 (Reactive oxygen species: ROS)の産生
好中球の H2O2産生は，2’7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA)を用いて測定した．DCFH-
DAは細胞膜を透過し細胞質内に取り込まれ，二酢酸塩部分の酵素的切断を受けて蛍光を発し
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ない dichlorofluorescein (DCFH)を生成する．膜非透過性の DCFHは細胞内に留まり，H2O2 に
より酸化され，蛍光を発する dicholorofluorecein (DCF)になることからDCFの蛍光を測ることで
H2O2産生量を測定することができる [29]．2.4節で得られた細胞を R(+)で 1 106個/mlに調整
した．この細胞浮遊液 100 lに R(+)をさらに加えて 990 lにし，0.2 mM DCFH-DA (LAMBDA)
を 10 l加え，37C，15分間振盪反応を行った．反応終了後，PBS(+)を加え，1000 rpm，10分間
遠心洗浄を行い，上清を取り除き，FACS Buerを 300 l加え，FACSCaliburを用いて，H2O2産生
細胞陽性比率を測定した．一方，前述の 2.10で得られた好中球を 550 lの R(+)で懸濁し，細胞
浮遊液を調製した．この細胞浮遊液 100 lに R(+)をさらに加えて 990 lにし，2 mM DCFH-DA
を 10 l加え，37C，15分間振盪反応を行った．反応終了後，25 mM EDTAを 500 l加えて，
1000 rpm，5分，4Cで遠心洗浄した．遠心後，沈査にLysis Solution 500 lを加えて，1000 rpm，
5分，4Cで遠心した．遠心後，沈査に PBS( ) 1 mlを加えて，1000 rpm，5分，4Cで遠心洗浄








ル I（2時間），100％エタノール II（2時間），100％エタノール III（2時間）】，脱アルコール処













徹処理【キシレン I（5分），キシレン II（5分），キシレン II（5分）】を行い，カバーグラスを
のせ，ビオライト（応研商事）で封入し，組織切片を一晩乾燥させ，顕微鏡で観察した．
2.18 有意差検定
有意差検定は，すべての実験において平均値 (mean)と標準偏差 (standard deviation: S.D.)を求




1匹のマウスより BALによって回収された総細胞数は，Control群で 1:680:6105個 (mean
S.D.)であった．一方，LPS群は投与後 24時間で 1:12  3:2  106 個，48時間で 6:17  0:8  105
個，72時間で 2:66  1:1  105 個であった．全ての時間で Control群と比較して，LPS群におい
て有意な増加（24時間，48時間：p < 0:001，72時間：p < 0:05）が認められた（図 2）．総細胞
数は，LPS投与後 24時間をピークに徐々に減少した．
図 2 LPS投与による BAL総細胞数への影響
*: p < 0:05，***: p < 0:001，mean  S.D.
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3.2 BAL細胞の Dot Plotに対する LPSの影響
BALの総細胞数の増加が認められたため，Flow Cytometryの Dot Plotへの LPSの影響につい
て検討した．Dot Plotの解析により，Control群で FSC値 240～600，SSC値 120～440の領域に





たため，形態学的に検討した．肺胞マクロファージ (AM)の比率は，Control群で 99:00  1:0%
(mean  S.D.)，LPS群で 12:40  5:0%であり，Control群と比較して有意な (p < 0:001)減少が認
められた．好中球の比率は，Control群で 1:60 1:1%，LPS群で 86:80 5:2%であり，Control群
と比較して有意な (p < 0:001)増加が認められ，増加した好中球には，多くの分葉核が認められ
た（図 3b）．リンパ球の比率は，Control群で 1:40  0:9%，LPS群で 1:2  1:3%であり，Control
群と比較して有意な差は認められなかった（図 3c）．
図 3 BAL細胞の Dot Plot,形態及び細胞比率に対する LPSの影響
：Alveolar macrophage (AM)， ：Neutrophil. ：AM， ：Neutrophil, AM: Alveolar macrophage，Neu:
Neutrophil，Lym: Lymphocyte.








3.5 AMの LPS認識レセプター発現への LPSの影響
LPSによって肺胞腔に好中球が誘導されたことから，AMの LPS認識レセプターであるTLR4と
その補助因子の CD14の細胞表面発現について検討した．AMの TLR4陽性細胞比率は，Control
群で 50:66  7:4% (mean  S.D.)，LPS 群で 47:84  7:8% であり，Control 群と比較して，有意
な差は認められなかった．AMの CD14陽性細胞比率は，Control群で 23:49  3:5%，LPS群で
35:88  7:4%であり，Control群と比較して有意な (p < 0:05)増加が認められた（図 5a）．
図 4 肺組織所見への LPSの影響
À：肺胞腔，Á：肺間質，Â：血管周囲， ：Neutrophil
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図 5 LPS投与による肺胞マクロファージ (AM)の LPS認識レセプターとサイトカインmRNA発現への影響
：Control, ：LPS，C: Control，L: LPS，*: p < 0:05，***: p < 0:001
3.6 LPS刺激による AMのサイトカイン mRNA発現への影響
肺胞腔への好中球の浸潤が認められたため，AM の炎症及び好中球誘導に関わるサイトカ
インとケモカイン mRNA 発現について検討した．IL-1 mRNA 発現は LPS 非刺激群 0:0  0:1
(mean S.D.)，LPS刺激群 1:0 0:2であった．TNF- mRNA発現は LPS非刺激群 0:0 0:1，LPS
刺激群 0:6 0:2であった．CXCL1mRNA発現は LPS非刺激群 0:7 0:2，LPS刺激群 1:2 0:2で
あった．全てのサイトカイン mRNAの発現において LPS非刺激群と比較して，LPS刺激群で，






動方向）と Velocity（平均移動速度）について解析したところ，Directionは，R( )で 0:08  0:1
Radian (Rad: mean  S.D.)，LPS刺激AM培養上清で 0:31  0:1 Radであり，好中球の走化性を有
意に (p < 0:001)増強した．また，Velocityは，R( )で 0:06  0:1 m/secで，LPS刺激 AM培養









は，末梢血好中球で 0:49 0:04 (meanS.D.)，肺好中球で 1:02 0:11であった．TNF-mRNA発
現は，末梢血好中球で 0:04 0:02，肺好中球で 0:28 0:11であった．肺好中球の IL-1と TNF-
の mRNA発現は，末梢血好中球と比較して有意 (p < 0:001)に増加した．CXCL1mRNA発現は，





JUN及び NF-BmRNA発現について検討した．c-JUNmRNA発現は，末梢血好中球で 0:07 0:16
(mean  S.D.)，肺好中球で 0:46  0:13で，末梢血好中球と比較して有意 (p < 0:001)に増加した．
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図 7 LPS誘導好中球に対する AM培養上清の Directionと Velocityへの影響
Sup.NSA:非刺激AM培養上清，Sup.LSA: LPS刺激AM培養上清，LPS: LPS1mg/ml，rmKC: 20 ng/ml，*: p <
0:05，**: p < 0:01，***: p < 0:001
図 8 LPSによる好中球のサイトカイン，ケモカイン及び核転写因子の mRNA発現への影響
：末梢血の好中球， ：肺の好中球，*: p < 0:05
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一方，NF-BmRNA発現は末梢血好中球で 0:53  0:16，肺好中球で 0:83  0:25であり，末梢血
好中球と比較して増加傾向は認められたが，有意差は認められなかった（図 8b）．




CXCL1発現は，LPS非刺激群で 0:49  0:07 (mean  S.D.)で，LPS刺激群で 0:64  0:11で，LPS




討した．TLR4欠損マウス 1匹当たりの BAL総細胞数は，Control群で 0:45  105 個で，LPS群
で 1:05  105 個であった．TLR4欠損マウスでは，LPSによる BAL総細胞数の有意な増加と好
図 9 LL/2の LPS認識レセプターとケモカイン mRNA発現







好中球の Caspase-3mRNA発現比率は，末梢血で 0:54  0:13 (mean  S.D.)，肺で 0:92  0:09であ
り，末梢血と比較して有意 (p < 0:05)に増加した（図 11a）．好中球の Caspase-3活性は，末梢血
で 5238:8  1789:32 RLU，肺で 7487:2  1323:66 RLUであり，末梢血と比較して有意 (p < 0:05)
に増加した（図 11b）．また，LPS経鼻投与 48時間後に好中球を細胞内に取り込んだ肺胞マク
ロファージが観察された（図 12a）．
3.13 LPSによる好中球の Death receptor (CD95)発現の変化
LPSにより肺好中球の Caspase-3mRNAと活性が増強され，アポトーシスを引き起こしたこと
から，アポトーシス経路（図 13）について，まず外因性経路に含まれる Death receptor (CD95)の
発現について検討した．好中球の CD95陽性細胞比率は，末梢血で 99:14 0:17% (mean S.D.)，
図 10 LPSによる好中球誘導と TLR4の関与
：Control， ：LPS
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肺で 93:73  3:19%であり，末梢血と比較して有意な (p < 0:01)減少が認められた（図 12b）．
3.14 LPSによる好中球の ROSの産生亢進
Caspase-3の活性が高まっていたにも関わらず，Death receptor (CD95)の発現は減少していたこ
図 11 LPSによる好中球の Caspase-3mRNA発現及び Caspase-3/7活性への影響
*: p < 0:05
図 12 LPSによる好中球の Fasレセプター (CD95)発現への影響




発現について検討した．好中球の NOX2mRNA発現は，末梢血で 0:03  0:07 (mean  S.D.)，肺
で 0:26  0:16であり，末梢血と比較して有意 (p < 0:05)に増加した（図 14a）．また，好中球の
H2O2の産生細胞比率は末梢血で 50:69 12:08%，肺で 88:99 1:84%であり，末梢血と比較して
有意な (p < 0:05)増加が認められた（図 14b）．
3.15 喫煙による BAL総細胞数の変化
喫煙による LPS誘導性肺炎症に対する影響について検討した．マウス 1匹の BAL総細胞数
は，LPS群で 1:12  3:2  106 個 (mean  S.D.)，CS-LPS群で，1:12  3:6  106 個であり，有意な
差は認められなかった（図 15a）．
3.16 喫煙による BAL細胞比率の変化
AMの比率は LPS群で 16:284:20% (meanS.D.)，CS-LPS群で 27:151:97%であり，LPS群
と比較して有意な (p < 0:01)増加が認められた．好中球の比率は LPS群で 83:734:20%，CS-LPS
群で 72:85 1:97%であり，LPS群と比較して喫煙により有意な (p < 0:01)減少が認められた（図
15b）．
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図 14 LPSによる好中球の ROS産生への影響
*: p < 0:05
図 15 喫煙による BAL総細胞数と細胞比率の変化
：NS-LPS， ：CS-LPS，**: p < 0:01
3.17 喫煙による AMと好中球の LPS認識レセプター発現の変化
喫煙が LPSによる肺胞腔への好中球の流入を減少させたため，AM及び好中球の TLR4と CD14
の発現について検討した．AMの TLR4陽性細胞比率は，LPS群で 31:72  5:83% (mean  S.D.)，
CS-LPS群で 10:35  1:66%であった．AMの CD14陽性細胞比率は，LPS群で 23:93  7:55%，
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CS-LPS群は，6:12  2:82%であった．AMの TLR4と CD14陽性細胞比率は，喫煙により有意
（それぞれ p < 0:001，p < 0:01）に減少した（図 16a）．好中球の TLR4陽性細胞比率は LPS群で
31:72  5:83%，CS-LPS群で 10:35  1:66%であった．好中球の CD14陽性細胞比率は，LPS群
で 23:93  7:55%，CS-LPS群は，6:12  2:82%であった．好中球の TLR4と CD14陽性細胞比率
も，喫煙により有意（それぞれ p < 0:05，p < 0:01）に減少した（図 16b）．
3.18 喫煙による好中球の ROS産生の変化
喫煙は AMの ROS産生を増強させることが知られているため，好中球の ROS産生について検
討した．H2O2産生は LPS群の H2O2産生細胞比率を 1.0とした場合，CS-LPS群では 1:74 0:17




発現は LPS群で 0:93  0:36 (mean  S.D.)，CS-LPS群で 0:83  0:227であった．TNF- mRNA発
現は LPS群で 0:81 0:26で，CS-LPS群で 0:58 0:26であった．CXCL1mRNA発現は LPS群で
0:96 0:21，CS-LPS群で 0:91 0:0であった．c-JUNmRNA発現は LPS群で 0:51 0:21，CS-LPS
群で 0:50  0:07であった．NF-BmRNA発現は，LPS群で 0:96  0:17，CS-LPS群で 0:88  0:26
図 16 喫煙による AMと好中球の LPS認識レセプターの発現の変化
：NS-LPS， ：CS-LPS，*: p < 0:05，**: p < 0:01，***: p < 0:001
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図 17 喫煙による好中球の ROS産生，サイトカイン，ケモカイン及び核転写因子 mRNA発現の変化


























関連する肺疾患である Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD)，喘息及び Acute Respiratory










は，ヒトでの LPS吸入とマウスでの経鼻投与や気管支内投与で報告され [2, 4–7]，マウスでは
LPS吸入曝露 24時間後に BAL総細胞数がピークとなることが報告されており [30]，本研究と
は LPS濃度に違いはあるが，結果は同様であった．





た．好中球数の増加による BAL総細胞数の増加が，マウスの LPS経鼻投与，ヒトの LPS吸入











解明するため，AMの LPS認識レセプターである TLR4とその補助因子の CD14 [7, 33]の細胞
表面発現について検討した．LPSは，まず LPS-binding protein (LBP)と結合し，それらは CD14
と結合して複合体を形成する [2, 34, 35]．その複合体が細胞膜表面上の TLR4と結合することで
細胞内に情報が伝達される [2, 35]．TLR4陽性細胞比率は，LPS経鼻投与により有意な差は認
められなかったが，CD14陽性細胞比率は，有意な増加が認められた．ICRマウスにおける LPS








激により，AMの IL-1と TNF-及び CXCL1mRNA発現は，有意に増加した．LPS刺激により
ヒト AMの IL-1，TNF-，GRO-の産生が有意に増強することが報告されており [7, 36]，マウ
スを用いた今回の研究結果と同様であった．また，in vivoの実験において，LPS気管支内投与

















された C57BL/6マウスの好中球と Balb/cマウスの骨髄中の好中球が KCに対して走化性を示す
報告がある [10, 39, 40]．これらの報告と今回の LPS刺激により AMの CXCL1mRNA発現が増
加した結果から，LPS刺激 AM培養上清中に CXCL1が含まれている可能性が示唆された．
LPS刺激培養上清中に好中球の走化活性が認められたため，肺に誘導された好中球の機能に
ついて検討した．末梢血好中球と肺の好中球のサイトカイン mRNA発現を in vivoで比較検討
した．肺好中球の IL-1と TNF- mRNA発現は，末梢血好中球と比較して有意に増加した．こ
の結果は，LPS気管支内投与により誘導されたラット好中球の IL-1と TNF- mRNA発現増加
の報告 [37]と実験動物種は異なるが，同様であった．in vitroでヒト，ラット及びマウスの末梢




LPSにより好中球の IL-1と TNF- mRNA発現が増強していたため，TLR4シグナル経路の
下流に存在し，これら炎症性サイトカインに関係する核転写因子 c-JUNと NF-BmRNA発現に
ついて検討した．肺好中球の c-JUNmRNA発現は，末梢血好中球と比較して有意に増加した．
以前に LPS曝露によって，肺に誘導された好中球の c-JUNのリン酸化が誘導され，逆に JNK阻
害剤投与により，好中球の肺への誘導と BALF中のケモカイン産生が減少されることが報告さ
れている [42, 43]．肺好中球の NF-BmRNA発現に有意差は無かったが，増加傾向が認められ







II型細胞，肺上皮 II型細胞株 A549及び気道上皮細胞株 NHBEで TLR4の遺伝子と細胞表面の
発現が報告されている [36, 44]．また，LPSや細菌曝露の上皮細胞への影響については，LPS吸
入曝露により肺上皮細胞の TLR4発現が増加することや，肺炎桿菌の感染により A549細胞が








好中球数や KC産生量が，野生型 C3H/HeNと比較して減少し，LPSが TLR4を介して好中球を
誘導していたことが報告されている [45]．また，TLR4遺伝子をノックアウトした C57BL/6マ
ウスに緑膿菌吸入曝露を行うと，好中球の集積や TNF-と IL-1，ケモカイン MIP-2及び KC
産生が減少することも報告されている [46]．これらの報告と吸入物質が異なるが，今回の結果
も同様で好中球の誘導には TLR4を介していたことが確認された．
















in vivoと in vitroの差によると考えられる．また，LPS投与 48時間後に，アポトーシスを起こ
した好中球を細胞内に取り込んでいるマクロファージが観察された．
LPS により好中球の Caspase-3mRNA 発現と活性が高まり，アポトーシスが引き起こされた




Fasと FasLmRNA発現が増加し，抗 FAS抗体の気管支内投与により TUNEL陽性細胞が減少し，







































喫煙は，マウスとヒトの AMの ROS産生を促進させることが知られている [22–24, 26]．し
かし，喫煙による好中球の ROS産生への影響については十分に解明されていないため，肺に誘










LPSによる肺への好中球誘導機構には，AMと肺上皮細胞が TLR4と CD14を介して LPSを
認識し，IL-1，TNF-を産生し，AMが活性化され，CXCL1を産生して末梢血から好中球を肺
図 18 LPSによる肺への好中球の誘導機構
：CXCL1，ROS: reactive oxygen species
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間質を経て肺胞腔に誘導した可能性が示された．そして，肺に誘導された好中球は，c-JUNと
NF-Bを介して IL-1，TNF-を産生し，Death receptorではなく好中球内で産生された ROSに
よって Caspase-3が活性化されアポトーシスを生じ，肺内の好中球が減少し炎症が収束したと考
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Pathogenesis of Lipopolysaccharide induced lung inflammation




Lipopolysaccharide (LPS) that is endotoxin of Gram-negative bacteria has a variety of immune activ-
ity and is contained within air and cigarette smoke. LPS is inhaled into the lung by respiration and reaches
alveolar space, then directly contacts with alveolar macrophages (AM). LPS inhalation also induces neu-
trophils into the lung and causes lung inflammation. Neutrophils are immune cells which have the ability
of phagocytosis and bacterial killing. The delay of neutrophil apoptosis and followed production of exces-
sive reactive oxygen species (ROS) cause an injury to surrounding tissue, followed by exacerbate tissue
inflammation. However, the induction mechanism of neutrophils is not fully understood. Therefore, we
studied the mechanism of induced neutrophils by LPS in the lung, functions and apoptosis of neutrophils.
Mice were inhaled 60 g of LPS by intranasal administration. After 24 hours, cells were obtained by bron-
choalveolar lavage (BAL). The number of BAL cells were significantly increased in LPS and decreased
at the peak of 24 hours after LPS intranasal administration. In the Dot Plots of BAL cells, neutrophils
population appears by LPS intranasal administration. In pathological finding, inflammation caused by
neutrophil infiltration was found in alveolar space and lung interstitium. To investigate the mechanism
of neutrophil induction into lung, we examined TLR4 and CD14 cell surface expression that recognize
LPS, and pro-inflammatory cytokines mRNA expression in AM. TLR4 expression on AM was not ef-
fected by LPS, however CD14 expression on AM was significantly increased in LPS. IL-1, TNF- and
CXCL1 mRNA expressions were also significantly increased in AM by LPS. CXCL1 mRNA expression
was increased in AM by LPS. Therefore, we examined chemotactic activity of AM culture supernatant on
infiltrated neutrophil into lung by LPS. Both of direction and velocity were significantly increased in LPS.
Relating to neutrophil function, we examined cytokine and nucleus transcription factor (NF-B) mRNA
expression of neutrophils in peripheral blood and lung. IL-1, TNF- and c-JUN mRNA expression
were significantly increased in lung neutrophil compared with neutrophil in peripheral blood, however
NF-B mRNA expression of neutrophil was not dierent in peripheral blood and lung. We examined
whether TLR-4 is involved in the LPS-induced neutrophil by using TLR-4 deficient mice. Infiltration of
neutrophil by LPS was not observed. We indicated that neutrophil in lung decreased at 48 hours after
LPS intranasal administration, therefore we investigated whether LPS-induced neutrophil cause apopto-
sis. Both of caspase-3 mRNA expression and activity of caspase-3 were significantly increased neutrophil
in lung compare with neutrophil in peripheral blood, and induced neutrophil into lung caused apopto-
sis. After that, we investigated death receptor (CD95) mRNA expression as extrinsic apoptosis pathway.
CD95 mRNA expression was decreased in lung neutrophil. However, ROS production and ROS synthesis
enzyme NOX2 mRNA expression were increased in lung neutrophil.
Lipopolysaccharide (LPS)による肺炎症の誘導機構と喫煙の影響 73
We previously have reported that Cigarette Smoke (CS) inhibited AM immune functions such as
phagocytosis and production of cytokine, however the eect of CS on neutrophil induction by LPS is still
unclear. Therefore, we investigated the eect of CS on infiltration of neutrophil by LPS. C57BL/6 female
mice were exposed to CS (20 cigarettes/day) for 10 days. The next day, mice were inhaled 60 g of LPS
by intranasal administration (CS-LPS). LPS was inhaled to mice (NS-LPS) as well as CS-LPS. At one
day after intranasal administration of LPS, BAL cell was obtained by BAL. The expressions of TLR4 and
CD14 on AM were decreased and infiltration of neutrophil to lung was inhibited by CS. The following,
we examined neutrophil functions. ROS production of neutrophils was significantly increased by CS, but
cytokine, chemokine and NF-B mRNA expressions of neutrophil were not aected by CS.
These results suggest that the regarding the mechanism of infiltration of neutrophil to lung by LPS,
AM and lung epithelial cells recognize LPS via TLR4 and CD14, and then release IL-1 and TNF-, and
AMwere activated, activated AM produced CXCL-1 and neutrophils were induced into the alveolar space
through pulmonary capillary. Furthermore, regarding the mechanism of convergence of inflammation by
LPS, there is a possibility that infiltrated neutrophils in lung produced IL-1 and TNF- via c-JUN and
NF-B, and then production of ROS resulted in apoptosis by activation of caspase-3 but not death receptor.
CS is also decreased the recognition ability of AM and induction of neutrophil to the lung, however CS
did not aect the functions of neutrophil.
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